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摘摇 要院近年来由于人类活动的干扰和地质灾害的破坏袁使国家玉级重点野生保护植物光叶蕨渊悦赠泽贼燥葬贼澡赠则蚤怎皂
糟澡蚤灶藻灶泽蚤泽 悦澡蚤灶早冤的生长环境受到了严重影响袁导致其数量稀少袁濒临灭绝遥 为了保护和扩繁光叶蕨袁运用组织培养

快繁技术袁以光叶蕨成熟孢子为外植体袁研究不同灭菌方式尧培养基和蔗糖浓度对光叶蕨孢子萌发的影响遥 结果表

明院不同灭菌方式尧培养基和蔗糖浓度对光叶蕨孢子萌发有明显影响曰最佳灭菌处理为孢子经源 园园园 则窑皂蚤灶 原员 离心

制成孢子悬浮液袁加入 园郾 员豫升汞溶液离心 缘 皂蚤灶袁无菌水冲洗 源 耀 缘 次曰最佳萌发培养基为 员 辕 圆酝杂 垣 圆园 早窑蕴 原员 蔗
糖袁经过 怨园 凿袁萌发率可达 缘苑郾 愿豫 遥
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摇 摇 植物生物多样性是人类社会赖以生存和发展的

基础袁人类的衣尧食尧住尧行等生活的许多方面都与生

物多样性密切相关遥 由于人类过度利用自然资源和

物种资源袁加剧也加速了自然生态系统退化和物种



的退化袁生物多样性受到严重威胁咱员暂 袁形成的生态

问题不但影响了人类的基本生活袁而且严重威胁着

人类的生存与发展咱圆暂 袁保护植物的生物多样性具有

重要意义遥 圆园员缘 年袁余凌帆等在天全县通过全县普

查袁发现光叶蕨分布数量为 缘愿 株袁分布于我国四川

省天全县二郎山附近咱猿暂 袁仅极少数存于溪沟边的灌

丛下咱源暂 袁属国家玉级重点野生保护植物尧濒危物种袁
保护与扩繁光叶蕨具有重要性与迫切性遥 植物组织

培养可以应用于快速繁殖优良苗木尧获得脱毒苗尧种
质保存等袁具有生产周期短尧繁殖系数高尧管理方便

等特点袁可选用植物的各种器官尧组织尧细胞和原生

质体等作为外植体袁如根尧茎尧叶尧芽尧花药尧花粉尧孢
子等遥 茎尖不仅生长速度快袁繁殖率高袁不容易发生

变异袁是较好的选择遥 此外因所需材料少袁繁殖系数

大袁利用孢子进行组织培养具有较高的可行性遥 考

虑到光叶蕨稀少的现存数量袁采集植株作组培材料

将对被采植株造成毁灭性破坏袁具有不可操作性曰取
嫩叶和成熟孢子是最可能的袁其中孢子对植株的影

响最小袁且孢子数量大袁更切合实际遥 目前有关光叶

蕨的研究主要集中在其资源尧生境及保护对策等方

面袁而有关光叶蕨孢子无菌繁殖的研究尚未见报道遥
本文以光叶蕨成熟孢子为外植体袁筛选了适合孢子

萌发的灭菌方式和最佳培养基袁探索其组织培养过

程中的关键技术袁为光叶蕨种质资源保护和人工繁

育体系构建提供参考遥

员摇 材料与方法

员援 员摇 孢子的采集

光叶蕨渊悦赠泽贼燥葬贼澡赠则蚤怎皂 糟澡蚤灶藻灶泽蚤泽 悦澡蚤灶早冤孢子采

自四川省天全县二郎山遥 从带有成熟孢子的叶片上

拨下孢子囊袁装入干燥的 缘 皂造 离心管袁用棉花封口袁
放置于 圆愿 益 耀猿园 益的人工气候箱中培养遥 每天轻

微摇动离心管 圆 次袁待孢子粉散出袁便可进行孢子消

毒遥
员援 圆摇 孢子的消毒

在离心管中加少许蒸馏水浸泡 员 澡 后源 园园园 则窑
皂蚤灶 原员离心 缘 皂蚤灶袁去除清液遥 用以下 远 种方式消毒院
渊员冤加 猿豫 晕葬悦造韵 溶液源 园园园 则窑皂蚤灶 原员离心 猿 皂蚤灶 后

去除清液曰渊圆冤加 猿豫 晕葬悦造韵 溶液源 园园园 则窑皂蚤灶 原员 离
心 缘 皂蚤灶 后去除清液曰渊猿冤加 猿豫 晕葬悦造韵 溶液源 园园园 则
窑皂蚤灶 原员离心 苑 皂蚤灶 后去除清液曰渊源冤加 园援 员豫升汞溶

液 源园园园 则窑皂蚤灶 原员离心 猿 皂蚤灶 后去除清液曰渊缘冤加 园援

员豫升汞溶液源 园园园 则窑皂蚤灶 原员 离心 缘 皂蚤灶 后去除清

液曰渊远冤加 园援 员豫升汞溶液源 园园园 则窑皂蚤灶 原员离心 苑 皂蚤灶
后去除清液遥 以上方式灭菌后袁均使用无菌水冲洗

源 耀 缘 次袁每次源 园园园 则窑皂蚤灶 原员离心 缘 皂蚤灶 后去除清

液遥 最后加无菌水稀释袁充分振荡得到无菌孢子悬

浊液咱缘袁远暂 遥
远 种灭菌处理袁每处理 猿 次重复袁每个重复接种

怨园 瓶遥 每瓶接种 员 滴渊约 园郾 员 皂造冤遥 播种 怨园 凿 后统

计孢子污染率和萌发率遥
员援 猿摇 孢子的萌发培养

基本培养基包括 酝杂尧员 辕 圆酝杂 和 员 辕 源酝杂 共 猿 种袁
蔗糖浓度水平包括 员园 早窑蕴 原员尧圆园 早窑蕴 原员和 猿园 早窑
蕴 原员共 猿 个水平袁采用两因素 猿 水平试验设计共 怨 个

处理袁每个处理 猿 次重复袁每个重复接种 远园 瓶袁每瓶

接种 员 滴渊约 园郾 员 皂造冤袁播种 怨园 凿 后统计萌发率遥
员援 源摇 培养条件

培养基琼脂浓度均为 苑 早 窑蕴 原员袁责匀 缘郾 愿遥 培养

基经 员圆员 益高温尧高压灭菌 圆园 皂蚤灶 左右遥 培养箱温

度为渊圆圆 耀 圆缘冤益袁光照强度为圆 园园园 造曾 耀 圆 猿园园 造曾袁
光照时间 员圆 澡窑凿 原员遥

圆摇 结果与分析

圆援 员摇 不同灭菌处理对污染率和萌发率的影响

接种 圆 凿 耀 猿 凿 后各处理污染试管数逐渐增加袁
一周左右污染试管数开始稳定袁远园 凿 后孢子开始逐

渐萌发袁怨园 凿 后统计污染率和萌发率袁统计结果见

表 员遥 由表 员 可以看出袁在相同灭菌剂条件下袁污染

率和萌发率均随灭菌时间的延长而降低曰在相同处

理时 间 条 件 下袁 猿豫 晕葬悦造韵 的 污 染 率 渊 平 均 为

猿猿郾 缘豫 冤均高于 园郾 员豫匀早悦造圆 的渊平均为 圆愿郾 园豫 冤袁相
反袁猿豫 晕葬悦造韵 的 渊平均为 源园郾 怨豫 冤 萌发率均低于

园郾 员豫匀早悦造圆 的渊平均为 源苑郾 猿豫 冤遥 污染率处理 员 最

高为 源源郾 员豫 袁处理 远 最低为 员缘郾 远豫 袁其它各处理呈

现出处理 源 渊源园郾 源豫 冤 跃 处理 圆 渊猿源援 员豫 冤 跃 处理 缘
渊圆愿郾 员豫 冤 跃处理 猿渊圆圆郾 圆豫 冤的变化规律遥 萌发率处

理 缘 最高为 缘员郾 员豫 袁处理 猿 最低为 猿源郾 愿豫 袁其它各

处理呈现出处理 圆渊源远郾 苑豫 冤 越 处理 源渊源远郾 苑豫 冤 跃 处

理 远渊源源郾 员豫 冤 跃处理 员渊源员郾 员豫 冤的变化规律遥 以上

结果表明袁与 猿豫 晕葬悦造韵 相比袁园郾 员豫匀早悦造圆 处理的污

染率相对较低袁而萌发率相对较高遥 综合污染率和

萌发率两个指标袁采用处理 缘 渊即 园郾 员豫 升汞溶液

源 园园园 则窑皂蚤灶 原员离心 缘 皂蚤灶冤的效果最好袁能获得较低

苑苑远 期 蔡摇 煜袁等院濒危植物光叶蕨孢子离体培养与萌发研究 摇 摇



的污染率和较高的萌发率渊表 员冤遥
表 员 不同灭菌处理对孢子萌发的影响

处理号
灭菌处理

灭菌剂 灭菌离心时间
污染率渊豫 冤 萌发率渊豫 冤

员 猿豫 晕葬悦造韵 猿 皂蚤灶 源源援 员 依 源援 圆葬 源员援 员 依 员援 员遭
圆 猿豫 晕葬悦造韵 缘 皂蚤灶 猿源援 员 依 圆援 愿遭 源远援 苑 依 圆援 圆葬遭
猿 猿豫 晕葬悦造韵 苑 皂蚤灶 圆圆援 圆 依 员援 员凿 猿源援 愿 依 员援 苑糟
源 园援 员豫匀早悦造圆 猿 皂蚤灶 源园援 源 依 园援 远葬 源远援 苑 依 圆援 圆葬遭
缘 园援 员豫匀早悦造圆 缘 皂蚤灶 圆愿援 员 依 员援 苑糟 缘员援 员 依 源援 愿葬
远 园援 员豫匀早悦造圆 苑 皂蚤灶 员缘援 远 依 圆援 圆藻 源源援 员 依 猿援 怨遭

圆援 圆摇 不同培养基对孢子萌发的影响

由表 圆 可知袁接种 怨园 凿 后袁不同培养基对光叶

蕨孢子萌发的影响比较明显袁萌发率随着培养基中

无机盐浓度的降低呈现先升后降的趋势遥 全量 酝杂
培养基中袁孢子萌发率为 源猿援 苑豫 袁原叶体长势一般曰
员 辕 圆酝杂 最适宜孢子萌发袁萌发率为 缘圆援 源豫 袁高于同

一蔗糖浓度的其他水平袁原叶体色泽鲜绿袁质地较

厚曰员 辕 源酝杂 培养基对孢子萌发有一定的影响袁萌发率

最低为 猿远郾 员豫 袁原叶体长势较 酝杂 中的差袁且质地偏

薄遥 不同蔗糖浓度的培养基对光叶蕨孢子萌发的影

响比较明显袁萌发率随着浓度的升高呈现先升后降

的趋势遥 萌发率最高的蔗糖浓度为 圆园 早窑蕴 原员袁原叶

体生长较快袁个头大袁色泽亮丽遥 蔗糖浓度为 猿园 早窑
蕴 原员的萌发率比 员园 早窑蕴 原员的萌发率低袁且原叶体色

泽较 员园 早窑蕴 原员枯黄遥 同一蔗糖浓度下袁萌发率 员 辕
圆酝杂 跃 酝杂 跃 员 辕 源酝杂遥 同一无机盐浓度水平袁不同蔗

糖浓度条件下孢子萌发率 圆园 早窑蕴 原员 渊源愿郾 员豫 冤 跃 员园
早窑蕴 原员 渊源猿郾 苑豫 冤 跃 猿园 早窑蕴 原员 渊源园郾 源豫 冤遥 因此萌发

率高且原叶体长势佳的培养基为 员 辕 圆酝杂 垣 圆园 早 窑
蕴 原员蔗糖袁萌发率最高为 缘苑郾 愿豫 遥

表 圆摇 不同培养基和蔗糖浓度对孢子萌发的影响

处理号 培养基
蔗糖

渊早窑蕴 原员 冤
萌发率
渊豫 冤 原叶体生长情况

苑 员园 源猿援 猿 依 员援 苑糟凿 原叶体个头小袁色泽黄
绿

愿 酝杂 圆园 源远援 员 依 员援 园糟 原叶体个头大小不均袁
色泽黄绿

怨 猿园 源员援 苑 依 圆援 怨糟凿 原叶体个头中等袁色泽
枯黄

员园 员园 缘圆援 愿 依 圆援 缘遭 原叶体个头小袁 质地
厚袁色泽鲜绿

员员 员 辕 圆酝杂 圆园 缘苑援 愿 依 员援 怨葬 原叶体生长较快袁个头
大袁质地厚袁色泽鲜绿

员圆 猿园 源远援 苑 依 猿援 猿糟 原叶体个头较大袁质地
厚袁色泽黄绿

员猿 员园 猿缘援 园 依 圆援 怨藻 原叶体个头小袁 质地
薄袁色泽黄绿

员源 员 辕 源酝杂 圆园 源园援 远 依 猿援 缘凿 原叶体个头大袁 质地
薄袁色泽黄绿

员缘 猿园 猿圆援 愿 依 猿援 愿藻 原叶体个头中等袁质地
薄袁色泽枯黄

猿摇 讨论

本实验得出袁最佳灭菌处理为 园援 员豫升汞离心 缘
皂蚤灶袁可获得较高的孢子萌发率袁这与王洋咱苑暂在对

扇叶铁线蕨渊粤凿蚤葬灶贼怎皂 枣造葬遭藻造造怎造葬贼怎皂冤孢子离体培养

时发现升汞处理 源 皂蚤灶 的孢子萌发率远高于升汞处

理 愿 皂蚤灶 的孢子萌发率的结果相似遥 升汞处理时间

导致孢子萌发率高的原因与升汞灭菌效果好有关袁
减少了因污染导致的孢子萌发率降低问题咱愿暂 遥 本

实验升汞灭菌处理的效果比次氯酸钠的效果好袁升
汞具有较强的消毒灭菌能力袁这与吴菲菲咱怨暂 的研究

结果一致袁但与吴长辉咱员园暂 对里白 渊阅蚤责造燥责贼藻则赠早蚤怎皂
早造葬怎糟怎皂 渊栽澡怎灶遭援 藻曾 匀燥怎贼贼冤 晕葬噪葬蚤冤孢子灭菌的研究

结果相反遥 出现差异的原因可能与不同蕨类所处环

境菌类不同及孢子对特定浓度的灭菌剂的耐受能力

不同有关遥
蔗糖和无机盐在组织培养中既可调节渗透压又

可作为营养物质袁一般在孢子萌发前期以调节渗透

压为主袁因而低浓度的无机盐和蔗糖浓度袁有利于孢

子从外界吸收水分而萌发咱员员暂 遥 本研究发现袁孢子萌

发与无机盐浓度有关袁员 辕 圆酝杂 培养基接种的孢子萌

发率最高遥 无机盐浓度适中的培养基有利于孢子的

萌发袁无机盐浓度过低或过高均会影响孢子的萌发

率遥 关于无机盐浓度对蕨类植物孢子萌发的研究袁
付伟等咱员圆暂的研究结果发现袁河北峨眉蕨渊蕴怎灶葬贼澡赠则蚤鄄
怎皂 增藻早藻贼蚤怎泽 渊运蚤贼葬早援 冤 悦澡蚤灶早冤孢子萌发的最佳培养基

为 员 辕 圆酝杂袁其次为 酝杂袁最差为 员 辕 源酝杂曰吴长辉咱员园暂
的研究发现袁里白孢子的萌发率 员 辕 圆酝杂渊愿猿郾 圆豫 冤显
著高于 酝杂渊远远郾 源豫 冤与 员 辕 源酝杂渊远远郾 苑豫 冤曰江金兰咱员猿暂

研究结果发现袁铁线蕨渊粤凿蚤葬灶贼怎皂 糟葬责蚤造造怎泽鄄增藻灶藻则蚤泽 蕴援 冤
孢子在培养基 员 辕 圆酝杂 的萌发率较 酝杂 的高遥 相反袁
王蕾等咱员源暂的研究结果表明袁酝杂 全培养基对东北对

开蕨渊孕澡赠造造蚤贼蚤泽 躁葬责燥灶蚤糟葬 运燥皂援 冤孢子萌发效果优于 员 辕
圆酝杂曰孙锐等咱员缘暂 的研究结果发现袁粗梗水蕨渊悦藻则葬鄄
贼燥责贼藻则蚤泽 责贼藻则蚤凿燥蚤凿藻泽 渊匀燥燥噪援 冤 匀蚤藻则燥灶援 冤孢子接种在 酝杂
完全培养基中孢子萌发率最高袁可达 远园郾 缘豫 袁显著

高于 员 辕 圆酝杂渊源猿郾 愿豫 冤和 员 辕 缘酝杂渊源猿郾 圆豫 冤遥 本研究

结果与付伟等咱员猿暂尧吴长辉咱员园暂 和江金兰咱员源暂 等结果

相似袁而与王蕾等咱员源暂和孙锐等咱员缘暂的研究结果相反遥
出现结果差异的原因袁可能与植物不同有关袁从而导

致特定植物孢子萌发所需无机盐浓度有高有低有所

不同遥
本研究结果发现袁蔗糖浓度的变化对光叶蕨孢

愿苑 摇 摇 四摇 川摇 林摇 业摇 科摇 技 猿苑 卷



子萌发的影响也较大遥 圆豫 蔗糖浓度较适合于光叶

蕨孢子的萌发袁在同一无机盐浓度水平条件下孢子

萌发率呈现出 圆园 早窑蕴 原员 跃 员园 早窑蕴 原员 跃 猿园 早窑蕴 原员的
变化规律袁即蔗糖浓度在 员 豫 耀 猿豫 范围内袁随着蔗

糖浓度的增加孢子萌发率呈先增后减的趋势袁猿园 早
窑蕴 原员最小遥 关于蔗糖浓度对蕨类植物孢子萌发的

研究袁刘公梅咱员远暂 对团叶鳞始蕨渊 蕴蚤灶凿泽葬藻葬 燥则遭蚤糟怎造葬贼葬
渊蕴葬皂援 冤冤孢子萌发的研究结果表明袁培养基中不添

加或添加低浓度渊低于 圆豫 冤的蔗糖利于团叶鳞始蕨

孢子萌发袁当蔗糖浓度高于 猿豫时袁团叶鳞始蕨孢子

的萌发率下降曰吴芹咱员苑暂 对黑足鳞毛蕨 渊阅则赠燥责贼藻则蚤泽
枣怎泽糟蚤责藻泽 悦援 悦澡则援 冤孢子无菌萌发的研究发现袁以 圆豫
的蔗糖浓度最佳袁孢子萌发较早袁且原叶体长势最

好曰相反袁吴长辉咱员园暂的研究结果发现袁较高蔗糖浓度

能促进萌发袁在 园 耀 源园 早窑蕴 原员范围内最适合里白孢

子萌发的蔗糖浓度为 猿园 早 窑 蕴 原员袁 诱导率可达

怨员郾 源愿豫 遥 本研究结果与刘公梅咱员远暂 和吴芹咱员苑暂 等结

果相似袁而与吴长辉咱员园暂的研究结果相反遥 出现以

上不同结果差异的原因在于袁一般而言随着浓度的

增加袁蔗糖对孢子萌发的抑制作用加重咱员愿暂 袁但由于

孢子种类不同袁萌发时需要的营养物质与渗透压不

同袁有些植物孢子萌发需要较高浓度的蔗糖与无机

盐咱员怨暂 遥 在本研究中袁孢子萌发只设置了 猿 个无机盐

浓度水平和 猿 个蔗糖浓度水平袁其他的培养基及蔗

糖浓度水平的培养效果有待进一步研究袁生长素与

细胞分裂素对孢子萌发的影响程度及原叶体增殖和

生根诱导等有待于进一步研究袁以完善光叶蕨组培

快繁技术体系遥

源摇 结论

灭菌处理对光叶蕨孢子污染率和萌发率有显著

的影响袁孢子灭菌和萌发的最佳灭菌方式是 园郾 员豫
升汞溶液源 园园园 则窑皂蚤灶 原员离心 缘 皂蚤灶 后去除清液袁无
菌水冲洗 源 耀 缘 次袁其次是 猿豫 晕葬悦造韵 溶液源 园园园 则窑
皂蚤灶 原员离心 缘 皂蚤灶 后去除清液袁无菌水冲洗 源 耀 缘 次遥
不同无机盐浓度培养基的孢子萌发率的大小为院员 辕
圆酝杂 跃 酝杂 跃 员 辕 源酝杂曰不同蔗糖浓度培养基的孢子萌

发率的大小为院圆园 早窑蕴 原员 跃 员园 早窑蕴 原员 跃 猿园 早窑蕴 原员遥

孢子萌发的最佳培养基为 员 辕 圆酝杂 垣圆园 早 窑蕴 原员蔗糖袁
萌发率可达 缘苑郾 愿豫 袁该培养基培养的原叶体生长较

快袁个头大袁质地厚袁色泽鲜绿遥
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圆园员圆袁源园渊苑冤院远员 耀 远圆援
咱员源暂摇 王蕾袁顾德峰袁王海峰援 东北对开蕨两种繁殖技术的研究咱 允暂 援

中国园艺文摘袁圆园园怨袁圆缘渊远冤院员远 耀 员怨援
咱员缘暂摇 孙锐袁邓子厚袁刘胜祥袁等援 粗梗水蕨孢子无菌繁殖的研究

咱允暂 援 华中师范大学学报渊自然科学版冤袁圆园园愿袁源圆 渊源冤院远圆园 耀
远圆猿援

咱员远暂摇 刘公梅援 团叶鳞始蕨繁殖技术研究咱阅暂援 北京院中国农业科学

院袁圆园园怨援
咱员苑暂摇 吴芹援 几种观赏蕨类植物的繁殖技术研究咱阅暂援 南京院南京林

业大学袁圆园园苑援
咱员愿暂摇 王晓倩袁张婷婷袁孟卓袁等援 阔鳞鳞毛蕨孢子的无菌繁殖咱 允暂 援

植物生理学报袁圆园员源袁缘园渊圆冤院员缘怨 耀 员远猿援
咱员怨暂摇 张婷婷袁王晓倩袁高凤袁等援 球子蕨孢子的无菌繁殖咱 允暂 援 植物

生理学报袁圆园员圆袁源愿渊员员冤院员园苑怨 耀 员园愿猿援

怨苑远 期 蔡摇 煜袁等院濒危植物光叶蕨孢子离体培养与萌发研究 摇 摇


